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論文内容の要　旨
【目　的】
Nonselectiveカチオンチャネル（NSC）はさまざまな細胞で見つかっており成熟した肺細胞でもそ
の存在が確認されている。それらは一般に活性化に極めて高い非生理的ともいえるCaイオン濃度
で活性化されることが報告されている。また、上皮細胞のNSCチャネルを調節しているメカニズ
ムについてもほとんど知られていない。
本研究ではこのNSCチャネルの調節のメカニズムと生理的意義を明らかにすることを目的とし
た。
【方　法】
○細胞初代培養……Wister系妊娠ラット20日目の胎児（22日満期）より肺を取り出し、Hughらの
報告にある方法で肺細胞を選択的に透過性膜の上で培養しコンフルエントの状態になったものを
パッチクランプ法の実験に使用した。
○パッチクランプ法……熱処理したおよそ先端径～0．5〟のガラス微小電極を作成して使用した。
標準的なシングルチャネルパッチクランプ法、セルアタッチ、インサイ・ドアウトの条件での測定
を行った。
○シングルセルイオン濃度感受性色素測定法……細胞内Caイオン測定はFura2色素を使った2波
長励起による測定法でシングルセルイメージングシステム（Empiximaging，Mississauga，
Ontario，Canada）を使用して行った、細胞内Clイオン測定はSPQ色素を使用した1波長励起
による測定で行った。
○統計解析……すべての結果は平均値とSEで報告した。統計的有意差の検定にはStudent’s t
test（paired and unpaired）法を使用しP＜0．05で統計的有意とした。
【結　果】
培養肺細胞は形態学的にも典型的な上皮細胞の形態を持ち、生化学的にも、またNaイオン透過
性の極性を持っ上皮としての性質を持っことはHughらにより報告されている。内腔側でのセルア
タッチでの実験では非常に低い開口確立（Po＜0．02）にあるNSCチャネルが存在し、β－agOnistで
あるterbutalineによる処理によりセルアタッチ状態でのチャネル活性はおよそPo＝0．65±0．11まで
上昇した。チャネルの同定はインサイドアウトの状態にして細胞内にあたるチャンバーのイオン組
成を140mMNaCl，140mMKCL，140mMNMDGCl，140mMKGluconateと置換することで行った。
このチャネルはセルアタッチでは約2．8pSのコングクタンスを持ち、PNa＝PKであり陰イオン不透
過性の性質を示した。β－agOnistによる処理ではコングクタンスとイオン選択性には有意な変化な
く、開口確率のみ増大した。ホルモンや神経伝達物質による細胞内Caイオン濃度の上昇がNSCチャ
ネルの開口確率を上げるという報告がいくつかある。
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β－agOnist処理による細胞内Caイオン濃度の変化は細胞によりばらつきはあるがナノモルレベル
からマイクロモルレベルまで上昇することがわかった。インサイドアウト条件の実験で細胞内Ca
イオンに対する感受性を調べるとβTagOnist処理したNSCチャネルはコントロールに対して約100
倍の感受性を示したが、マイクロモルレベルでの開口確率は0．1付近でセルアタッチ状態での開口
確率に遠く及ばなかった。このチャネルは細胞内Clイオン濃度に感受性を持ち、実際に細胞内の
Clイオン濃度測定によりb－agOnistが細胞内のClイオン濃度を45mM程度から25mMまで下げる
ことを観測した。Clイオン濃度低下でこのチャネルの開口確率は上昇するが、コントロール状態
でのチャネルはミリモルレベルのCaイオン濃度がなければ開口確率の有意な上昇が認められなかっ
た。しかし、β－agOnist処理したチャネルはマイクロモルレベルのCaイオン濃度でも細胞内Clイ
オンを20mMまでさげると開口確率が0．7まで上昇し、セルアタッチ状態のそれにはぼ同等となっ
た。
【考　察】
b－agOnistにより活性化されたNSCチャネルが細胞内の生理的なClイオン濃度で調節されてい
る結果は、細胞内Clイオンがホルモンの制御伝達カスケードのなかでセカンドメッセンジャーと
して働いていることを示す。細胞内のClイオンの減少は等浸透圧的に細胞内のKClが細胞外に出
されることで起こると考えられ、この細胞にCaイオン感受性のKイオンおよびClイオンチャネル
の存在を観測している。また15％程度の細胞容積減少も観測され、これらは細胞内からの塩類の喪
失により起こると考えた。
【結　論】
β－agOnist処理によりNSCチャネルの調節が行われ、チャネルのCaイオンClイオンにたいする
感受性が変化する。Clイオン濃度はホルモン刺激伝達系の中でセカンドメッセンジャーとしての
役割を担う。
論文審査の結果の要旨
肺上皮細胞はその発達段階では内腔に水を分泌して肺胞を形成し、出生前に水を吸収してガス交
換に備える機能を持っ。本研究ではこの上皮細胞に存在する非選択性陽イオン（NSC）チャネルの
調節のメカニズムと生理的意義を明らかにすることを目的としたものである。
実験には、Wistar系妊娠ラット20日目の胎児（22日で満期）より取り出し透過性膜の上で培養し
0　禁票慧鵠孟宗禁豊膜にタッチさせ、内剛膜のNSC単‾チャネル電流
セルアタッチの状態で記録されたNSCチャネルの開口確率は0．02以下であった。この細胞にβ－
作動薬であるterbutalineを作用させると開口確率は0．65±0．11まで上昇した。このチャネルは陰イ
オンを殆ど通さず陽イオンを選択的に通すが、Na＋およびK＋に対してはほぼ同じ透過性を有して
いた。シングルチャネルコングクタンスは約28pS（Na＋＋K＋濃度145mM）であった。terbutaline
を作用させると細胞内Ca2十濃度はナノモルレベルからマイクロモルレベルまで上昇し細胞内Cl濃
度は45mM程度から25mMまで下がることを観測した。NSCチャネルの開口確率は細胞内Ca2＋濃
度の上昇に従って上昇した。terbutalineはNSCチャネルの細胞内Ca2十に対する感受性を約100倍上
昇させた。terbutaline処理した細胞から切り出したパッチ膜のNSCチャネルの開口確率は細胞内
側Cl濃度の低下に従って上昇した。
以上の実験結果は細胞内Ca2＋と共に細胞内Cl濃度もNSCチャネル活性の制御因子として働い
ていることを示す。内腔側膜の陽イオンチャネルが肺胞内腔からのNaCl吸収に重要な役割を果た
すことが知られている。従って、本論文は出生に近い時期における肺胞からの大量の体液吸収の機
構解明に貴重な手かかりを与えたものであり、博士（医学）の学位に価すると評価された。
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